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PREDMLUVA

Predmluva

Pravdépodobné veskery Zivot na této planeté je spojen spolecnym pivodem. Odhaleni
vzajemnych fylogenetickych vztahti mezi vSemi organismy, tzv. stromu zivota, je jednim
z prednich ukold evoluéni biologie. V posledni dobé jsme svédky revoluc¢nich pokroka
v molekularnégenetickych metodach, piedev§im v sekvenovani nejen jednotlivych gent
¢i jejich ¢asti, ale 1 celych genomil. Na druhé strané mohutny rozvoj vypocetni techniky
a tvorba sofistikovaného softwaru ndm umoziuje zpracovani obrovského — a stale rychleji
rostouciho — mnozstvi dat. Tyto pokroky umoznily konstrukci ptesnéjsich fylogenetic-
kych stromt a genovych genealogii a ty zase zpétné umoznuji odhalit a pochopit celou
fadu biologickych procesi na riznych trovnich hierarchie zivota. Fylogenetické metody
tak prestavaji byt doménou pouze systematicky zaméfenych biologu, ale stavaji se stale
vice nedilnou soucasti genetiky, biogeografie, studia ontogeneze, chovani, ekologie, epi-
demiologie, ochranaiské biologie a studia evoluce viibec.

Rozsitujici se moznosti pii vyvozovani fylogenetickych vztaht vSak s sebou nesou
i stale vétsi duraz na vybér spravné metody, vyplyvajici ze znalosti podstaty pouzivanych
metod a vétSinou alespon elementarniho chapéani procest a mechanismd, které evoluci
pouzitych znakd anebo fylogenezi analyzovanych organismi podminuji. Bohuzel, stale
vetsi dostupnost kvalitniho hardwaru a softwaru Casto svadi k postupu zalozenému na
principu ,,vloz data — stiskni knoflik — publikuj vysledky*, aniz by bylo zfejmé, pro¢ byla
pouzita ta ktera metoda a jakym zptisobem lze ziskané vysledky (pfipadné rozdily mezi
nimi) interpretovat. Tato kniha pfinasi ptehled a stru¢ny popis v sou¢asnosti nejpouziva-
né&jSich metod fylogenetické analyzy. Mé¢la by poskytnout zakladni informaci o tom, z ja-
kych piedpokladi jednotlivé metody vychazeji, v éem spocivaji jejich vyhody a nevyhody
a v ¢em tkvi rozdily mezi nimi. Pro vétSinu téchto metod jsou podany zakladni matema-
tické vztahy, které v§ak mize nematematicky zaméfeny Ctenat preskocit, aniz by ztracel
orientaci v textu. Presto doporucuji alespon nékteré z nich projit — to se tyka predevsim
notoricky zndmych metod jako napiiklad vypocet genetickych distanci a metod shlukové
analyzy. Mym cilem je poskytnout dostatecnou elementarni informaci tak, aby ¢tenar byl
schopen ¢init poucena rozhodnuti pii vybéru optimalniho piistupu pfi feseni daného pro-
blému a pro dany typ dat, stejné jako ziskané vysledky spravné interpretovat. Prestoze ke
konstrukei fylogenetickych stromi mizeme pouzit Sirokou $kalu znaki, zde se zaméfim
hlavné na znaky molekularni, pfedevsim na sekvence DNA. Ostatni typy dat budou zmi-
nény jen okrajoveé, a to pouze tam, kde to bude nutné, s vyjimkou morfometrickych znaki,
kterym je vénovana samostatna kapitola. Zavére¢na ¢ast pojednava o koalescenci, ktera
nachazi uplatnéni pfedev§im na populaéni Grovni, a proto se z ramce fylogenetickych me-
tod ponékud vymyka, nicméné jsem piesvédéen, ze znalost alespon zakladnich principt
této teorie je velice dalezita.

Tento ptrehled samoziejmé neni a ani nemiize byt vycerpavajici. Snazil jsem se zaméfit
literatuie. Také pouzité literarni odkazy jsem se snazil omezit na minimum. Kromé od-
bornych ¢lanka a kapitol v knihach jsem Cerpal z nasledujicich monografii: Wiley (1981),



PREDMLUVA

Wiley et al. (1991), Harvey a Pagel (1993), Hillis et al. (1996), Marcus et al. (1996),
Hartl a Clark (1997), Kitching et al. (1998), Page a Holmes (1998), Nei a Kumar (2000),
Wiens (2000), Gillespie (2001), Hall (2001), MacLeod a Forey (2002), Marhold a Suda
(2002), Salemi a Vandamme (2003), Felsenstein (2004), Zelditch et al. (2004), Balding
et al. (2007). Nejobsahlejsim a nejpodrobnéjsim piehledem z nich je zfejmé monografie
J. Felsensteina Inferring Phylogenies z roku 2004. Fylogenetickymi metodami se zabyvaji
i dal$i knihy: Kitching et al. (1993), Scotland et al. (1994), Martins (1996), Pdédbo (1998),
Page (2002), Albert (2006), Gascuel a Steel (2003), Semple a Steel (2003), Gascuel
(2007), Xia (2007), Lemey et al. (2009), Knowles a Kubatko (2010), Kuo et al. (2014).

Na fylogenetiku mtizeme pohlizet ze dvou odlisnych thli. Na jedné strané predevsim
zastanci fylogenetické taxonomické $koly (tzv. kladistiky) vidi rekonstrukci fylogeneze
jako filozoficky problém. Podle tohoto nazoru vzhledem k tomu, Ze skute¢nou historii stu-
dovanych organismil nemtizeme az na vzacné vyjimky nikdy poznat, nema smysl néjakou
»pravdu“ o fylogenezi hledat a jediné, co mizeme ud€lat, je snazit se pozorovana data
néjakym srozumitelnym zplisobem sumarizovat. Pfi tom se musime spolehnout na n¢jaké
(pokud mozno co nejjednodussi) kritérium, pevny bod, na kterém muzeme dale stavét.
Timto kritériem je princip Ockhamovy bfitvy, podle kterého je preferovana jednodussi
jicimi vétsi pocet zmén. Navic kazda historie obsahuje urcitou miru nahodilosti, ktera uz
z principu neumoziuje v ni hledat néjaké zakonitosti, jeZ by bylo mozno popisovat pomo-
ci jednoduchych modell. Naproti tomu jini vidi rekonstrukci fylogeneze jako statisticky
problém, nikoli jako filozoficky svétonazor, skrze ktery posuzujeme svét okolo sebe. Aniz
bych mél v imyslu zasahovat do polemik mezi obéma tabory, v tomto textu budu vycha-
zet z druhého uhlu pohledu, protoZe bez ohledu na svoje osobni preference se domnivam,
ze pouze tak lze Ctenafi predlozit Siroké spektrum v soucasnosti nejcastéji pouzivanych
fylogenetickych metod.

Na tomto misté je tieba podékovat pfedevs§im prof. RNDr. Karolu Marholdovi, CSc.,
Mgr. Natalii Martinkové, Ph.D., a Mgr. Peteru Mikulickovi, Ph.D., za cenné ptipominky
k rukopisu knihy. V neposledni fadé¢ dékuji Nakladatelstvi Masarykovy univerzity v Cele
s PhDr. Alenou Mizerovou, Ze mi umoznilo tuto knihu vydat.

Brno, Cervenec 2014 Milo§ Macholan
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1. Uvod

Zakladem fylogenetické analyzy je datovy soubor, ktery ma formu matice stavii znakt
(matice dat), zkracen& oznaGované jako data. Radky matice obsahuji informaci o jednot-
livych objektech, které budeme obecné nazyvat taxony (nékdy oznacované jako operacni
taxonomické jednotky, OTU). Pod timto pojmem si mtizeme piedstavit populace, virové
kmeny, druhy, popf. vys$si taxonomické jednotky (rody, fady, tfidy, kmeny atd.). Kazdy
sloupec matice ptedstavuje jeden znak (character). V ptipad¢ molekularnich dat je vstup-
ni matice tvofena souborem piislusnym zpisobem sefazenych sekvenci DNA (pfipadné
sekvenci aminokyselin), kde znaky predstavuji jednotlivé pozice (sites) v sekvenci a kon-
krétni baze (aminokyselina) pfedstavuji stavy znaku (character states). Naptiklad jestlize
na 362. pozici sekvence genu pro cytochrom b je u Simpanze pritomen adenin (A), u bo-
noba guanin (G) a u ¢loveka thymin (T), je tato pozice znakem a A/G/T jsou stavy tohoto
znaku pro pfislu$né taxony.! Kromé nukleotidt (resp. bazi) nebo aminokyselin mohou
elementy matice predstavovat napt. binarni kody, pfitomnost/absence znaku, namétené
kvantitativni hodnoty atd.

DEFINICE ZAKLADNICH POJMU

Grafickym vyjadienim fylogeneze je fylogeneticky strom neboli fylogenie (phylogeny).
Za strom mizeme povazovat jakykoli necyklicky graf spojujici bez pieruseni jednotlivé
uzly (nodes, vertices). Uzel mtze byt bud’ terminalni neboli externi (terminal node, ex-
ternal node, leaf, pendant vertex), nebo vnitini (internal node, internal vertex). Stromy,
jejichz terminalni uzly jsou pojmenovany, se nazyvaji oznacené (labeled). Vnitini uzly
nékdy nazyvame hypotetické taxonomické jednotky, HTU.

Jednotlivé uzly jsou spojeny vétvemi (branches, edges). Vétve koncici terminalnim
uzlem jsou periferni (peripheral branches, peripheral edges), vétve spojujici dva vnitini
uzly jsou vnitini (internal branches, internal edges) a koneéné vétev spojujici ¢tyfi peri-
ferni vétve se oznacuje jako centralni (obr. 1.1a, b). Jako sousedni (pfilehlé) se oznacuji
vétve, které sdileji spole¢ny uzel. Sekvence sousednich vétvi v, v,, v, ..., v se nazyva
draha (path). Kazdy fylogeneticky strom je charakterizovan ur€itym prostorovym uspo-
fadanim jednotlivych vétvi Cili topoelogii. Jednotlivym vétvim jsou Casto pfifazeny urcité
hodnoty — vahy (weights) neboli délky (lengths). Ve fylogenetickém kontextu témito va-
hami mtize byt ¢as, pocet zmén (napf. substituci) nebo jejich pravdépodobnost.

Strom muze byt bud’ s koFenem (rooted tree), nebo bez kovene (unrooted tree). Ko-
fen stromu predstavuje spole¢ného piedka vSech ostatnich taxonti (tj. vnittnich i vnéjsich
uzlt stromu). Ve druhém piipadé neni tento piedek (uzel) identifikovan. Strom s kote-
nem dostaneme piifazenim kofene bud’ jednomu z uzlt (vnitinimu nebo terminalnimu),

! Tato teminologie neni univerzalni, napi. v nékterych kladistickych publikacich se misto pojmu
,-zhak* pouziva termin ,,transformacni série” a termin ,,znak* je pak chapan ve vyznamu konkrétniho

<«
L,,stavu™.
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1. UvVOD

a) . . . b)
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terminalni
‘ uzel ~. centralni
vétev
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vétev s l
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_—
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linie
dréha / \
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A
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C
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f) g)
34 5 6 3 2 14 6 5 &lovék gibon
Simpanz
+—> )
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Obr. 1.1 Piiklad jednoduchého stromu s kofenem (a) a bez kofene (b) a vysvétleni nékterych za-
kladnich pojmu. Fylogeneticka draha (c) je souétem vSech vétvi mezi dvéma terminalnimi uzly,
kdezto linie (d) spojuje jeden terminalni uzel s kofenem stromu; zatimco drahy muzeme identifiko-
vat na stromech s kofenem i bez kofene, linie existuji pouze na stromech s kofenem. Jednotlivé ¢asti
stromu mohou byt rotovany, aniz by se zménil jeho smysl, a proto dvojice stromi na obr. e) a f) jsou
totozné. Na obr. g) je ukazka fylogenetické sité péti druhi hominoidd.
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DEFINICE ZAKLADNICH POJMU

nebo vloZenim uzlu nového (napt. ze stromu 1.1c¢ dostaneme strom 1.1d vloZenim uzlu
v misté ozna¢eném Sipkou). Jestlize se ve vnitfnim uzlu stykaji pouze tfi vétve, hovotime
o bifurkaci neboli dichotomii, v piipadé vice vétvi jde o multifurkaci neboli polytomii
(obr. 1.1a). Strom, ve kterém se vyskytuji pouze bifurkace, se oznacuje jako plné vyiese-
ny Cili binarni (fully resolved, binary) nebo téz striktné bifurkacni. Strom, obsahujici
jediny vnitini bod, se nazyva hvézdicovy (star tree) (obr. 1.2). Je to strom, kde minimalné
vSechny terminalni uzly jsou pojmenovany (labeled).

Kofen fylogenetického stromu muizeme stanovit pfiddnim jedné nebo vice vnéjSich
skupin (outgroups). Volba vnéjsi skupiny nebo skupin muze byt kli¢ova pro spravné urce-
ni kofene. Tento krok neni trivialni, protoze vnéjsi skupina by neméla byt od studovanych
taxonu (tvoficich tzv. vnitini skupinu, ingroup) fylogeneticky pfilis vzdalena (nema napf.
smysl hledat kofen stromu blizce piibuznych druhd primati pfidanim sekvence zZraloka),
ale ani pfilis blizka, jinak bychom riskovali, Ze je ve skuteCnosti soucasti vnitini skupiny,
misto aby stala mimo ni. V idealnim piipadé by tedy méla tvofit vii¢i zkoumané skupiné
tzv. skupinu sesterskou (napf. na obr. 1.1¢ je taxon G sestersky skupiné taxoni A—F).

Terminalni uzly mohou sméfovat kterymkoli smérem (srv. stromy 1.1a, 1.1d a 1.1¢),
zpravidla jsou vSak orientovany doprava nebo nahoru. Na orientaci stromu tedy nezaleZzi.
Dokonce i jednotlivé ¢asti stromu mohou byt rotovany, aniz by se zménil jeho smysl.
Naptiklad stromy na obr. 1.1e—f jsou totozné. Strom bez kofene byval diive nespravné
oznacovan jako sit’ (network), avsak tento termin ma podle matematické definice jiny
vyznam, nebot’ v siti dochazi nejen ke $tépeni vétvi, ale i k jejich spojovani (obr. 1.11).
V soucasné dobé se s témito sitémi setkavame zejména ve fylogeografickych studiich, kde
jsou timto zpusobem znazornény alternativni, co do po¢tu krokd (napf. substituci) ekvi-
valentni spojeni jednotlivych objektt (zpravidla haplotypt). Siti vS§ak mizeme znazornit
i pfipady skute¢ného splyvani dvou linii, naptiklad studujeme-li evoluci lidskych jazyku.

Kolik existuje moznych fylogenetickych stromu?

Nejmensi pocet taxont tvoficich fylogeneticky strom jsou tfi. Jestlize tento strom nema
koften, existuje pouze jedina varianta, pokud kofen ma4, jsou mozné varianty tii. Pfidame-1i
dalsi taxon, miizeme vytvorit tfi alternativni stromy bez kofene — pokud identifikujeme
koften, pro kazdy ze tii piivodnich alternativ miizeme vytvofit pet riznych stromd, celkem
tedy 15. S rostoucim poctem taxond ovSem mnozstvi moznych vysledkt dramaticky roste.
Mame-li n taxontl, je pocet moznych stromi bez kofene dan vztahem (Felsenstein 1978b):

(2n-5)!
2 (n—3)1 (1.1)

a pocet stromil s kofenem bude

(2n—3)!

BT (12)

13



1. UvVOD

Vysledky pro rtizné pocty taxont jsou uvedeny v tabulce 1.1.

Taxony Strom{ bez kofene StromU s kofenem
3 1 3
4 3 15
5 15 105
6 105 945
7 945 10395
8 10395 135135
9 135135 2027 025
10 2027025 34 459 425
1 34459 425 654729075
12 654729 075 13749310575
13 13749310575 316234143 225
14 316234143 225 7905 853 580 625
15 7905 853 580 625 213458 046 676 875
20 213458 046 676 875 8200794532637 891 559 375
30 8200794 532 637 891 559 375 4,9518x10%
40 4,9518x10% 1,00986x10°”
50 1,00986x10% 2,75292x107°

Tabulka 1.1 Pocet stromi s kofenem a bez kofene pro rizny pocet taxontl.

Pro vice nez 10 taxont je velmi obtizné prozkoumat vsechny stromy s kofenem. Pti
poctu taxontl presahujicim 30 mnozstvi stromt s kofenem mnohonasobné pievysuje hod-
notu Avogadrovy konstanty? a prozkoumani v§ech uz neni mozné. Pro 50 taxonti vysledny
pocet vSech moznych stromt s kofenem dokonce piesahuje pocet elektronti ve viditelném
vesmiru (tzv. Eddingtonovo ¢islo).

TYPY DAT

Vsechna data pouzivana pfi fylogenetické analyze spadaji do jedné ze dvou zakladnich
kategorii. Prvni kategorii jsou jednotlivé znaky, druhou data ve formé vzdalenosti (distan-
ci) ¢i podobnosti. ,,Jednotlivymi* rozumime jak znaky kvalitativni (diskrétni), tak kvan-
titativni. Zatimco data ve formé znakd mohou byt pfevedena na distance/podobnosti,
opacny postup neni mozny. Je tfeba si uvédomit, Ze nékteré¢ metody, napiiklad méteni
imunologické reakce na cizi antigeny nebo DNA-DNA hybridizace poskytuji vysledky
vyhradné ve formé distanci mezi dvojicemi taxont.

Abychom mohli data vyuzit pro konstrukci fylogenetického stromu, je zpravidla nut-
no splnit nékteré podminky. Jednou z nich je podminka nezavislosti jednotlivych znakd.
Pokud mezi jednotlivymi znaky existuje vzajemna zavislost, musime brat v tivahu kova-
riance mezi nimi, coz nasledné analyzy znacné¢ komplikuje. Dalsi podminkou je homo-
logie dané¢ho znaku mezi srovnavanymi taxony. V pfipad¢ molekularnich znakd je nutno
zkoumat sekvence vzajemné ortologni, tj. sekvence zdédéné dvéma druhy od spoleéného

2 Avogadrova konstanta vyjadfuje pocet Castic v jednotkovém latkovém mnozstvi; jeji hodnota je

6,022 x 10% mol™.

14



TYPY DAT

hvézdicovy ¢aste¢né vyfeseny plné vyfeSeny

Obr. 1.2 Ukazka tii stroml s riznou mirou objasnéni jednotlivych vétveni.

predka (napft. sekvence genu pro podjednotku alfa hemoglobinu u druhii a a B). Ortologni
sekvence mohou byt nékdy nechténé zaménény za sekvence paralogni. Tak se oznacuji
sekvence gent, které vznikly genovou duplikaci (Ohno 1970), napiiklad sekvence gent
pro podjednotku alfa a beta hemoglobinu (obr. 1.3). Jinymi slovy, zatimco ortologni sek-
vence diverguji po speciacni udalosti (tj. po vzniku novych druhd), paralogni sekvence
diverguji po udalosti duplika¢ni. Paralogni geny vzniklé duplikaci celého genomu se nékdy
oznacuji jako ohnologni (Wolfe 2000.) Podobné, byt ne tak Casté riziko piedstavuji sek-
vence xenologni, které byly do zkoumaného genomu vneseny z jiného organismu. Urcitou
variaci paralognich a xenolognich sekvenci jsou pseudogeny pienesené do jaderného
genomu z mitochondrialni DNA (anglicky se zpravidla oznacuji zkratkou numt z nuclear
mitochondrial sequence). Tyto pseudogeny mohou byt i velmi velké, napiiklad u nékterych
kockovitych Selem dosahuje jejich velikost ptiblizné 12,5 kb (Kim et al. 2006) a obsahuje
tudiz pfevaznou ¢ast mitochondrialniho genomu. S rostoucim mnozstvim molekularnich
dat se ukazuje, ze ,,numity” mohou byt znaén¢ rozsitené (viz www.pseudogene.net) a ne-
bezpeci jejich zamény s mitochondrialnimi sekvencemi je tedy potencialné velké.

Znaky mohou byt kvantitativni nebo kvalitativni. Kvalitativni znaky mohou byt bud’
binarni, majici pouze dva mozné stavy, nebo vicestavové (multistate characters) se tremi
a vice moznymi stavy. Vicestavové znaky mohou byt sefazené (ordered), nebo neseirazené
(unordered). Typickym piikladem nesefazenych vicestavovych znakli jsou sekvence

homologie
*
aralogie .
ortolog|e P 9 ortologle
zabi o ptaCI o sav€io  Zabi B ptaci B savei B
a-globin B-globin

genova duplikace

ancestralni globin

Obr. 1.3 Vztah ortolognich a paralognich sekvenci na piikladu a- a B-globinovych geni.
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nukleotidd, protoze zpravidla neni zadny apriorni diivod pfedpokladat, ze dany nukleotid
vznikl ze zcela konkrétniho nukleotidu nebo Ze urcita nukleotidova baze je intermediarni
mezi dvéma jinymi bazemi. Pojem poradi znaka, definujici moznou (povolenou) transfor-
maci jednoho stavu znaku v druhy (napf. ze stavu 4 mize vzniknout stav B nebo naopak,
nikoli vSak stav C), bychom vSak neméli zaménovat za polaritu znaku, kterd popisuje
smér evoluce stavll znaku (napf. v evoluci taxonu X doslo ke zmén¢ znaku v sekvenci
stavli A-B-C, nikoli C-B-A).

Nukleotidové a proteinové sekvence

S rozvojem a zefektivnénim molekularnich technik jsou sekvence nukleotidii nebo amino-
kyselin stale cast&jsim zdrojem dat pro fylogenetickou analyzu. Pfedevsim sekvence DNA
dnes diky novym technologiim ve fylogenetice naprosto dominuji. Tyto metody, souhrnné
oznacované jako sekvenovani pfisti generace, Castéji zkratkou NGS (next generation se-
quencing), jsou schopny za jeden den ziskat vice nez tisickrat vétsi pocet par bazi nez
nejvykonngjsi klasické sekvenatory. V soucasnosti existuje n¢kolik systémd, které se me-
todicky ponékud 1isi — mezi nejznamé;jsi patii ,,pyrosekvenovani metodou 454 (Roche),
Solexa (Illumina) nebo SOLiD (Life Technologies) —, v§echny jsou vSak zalozeny na si-
multannim sekvenovani obrovského mnozstvi velmi kratkych fragmenti DNA. Jednotlivé
osekvenované fragmenty jsou nakonec sestaveny do vysledné sekvence. Sestaveni celé
sekvence z velkého mnozstvi malych fragmentt pochopitelné vyzaduje vykonny pocitac.
Technicky vyvoj stale pokracuje a uz dnes existuji nebo jsou vyvijeny metody, které po-
skytuji vyssi vytézek nez NGS a soucasné snizuji naklady na sekvenovani (3rd generation
sequencing). Stale Castéji jsou proto fylogenetické analyzy zaloZzeny na sekvencich mnoha
genl. Takova data se oznacuji jako fylogenomicka a pro oblast fylogenetiky, ktera je na
nich zaloZena, se pouziva termin fylogenomika.

Na prvni pohled je vyuziti sekvenci koncepéné pomérné jednoduché. Podminka homo-
logie vSak v tomto piipad€¢ znamena nejen to, Ze zkoumame ortologni sekvence, ale také
ze nukleotidy na dané pozici u vSech zkoumanych taxond odvozuji sviij ptivod od této
pozice u jejich spolecného predka. Vzhledem k vyskytu deleci a inzerci béhem evoluce
je stanoveni této homologie nékdy pomérné obtizné (zejména pii porovnavani vzdalené
ptibuznych taxoni).

Restrik¢ni data

Restrikéni endonukleazy (restriktazy) jsou enzymy $tépici DNA v misté specifické kratké
sekvence, tzv. restrikéniho mista (restriction site), nebo v jeho bezprosttedni blizkosti.
Pozice téchto mist na restrikéni mapé lze povazovat za znaky a pfitomnost nebo absenci
téchto mist u daného taxonu za stavy znaku (restriction-site data). V ptipadé, ze restrikéni
mapu nemame k dispozici, l1ze za stav znaku povazovat pritomnost/absenci restrikéni-
ho fragmentu o ptislusné délce (vestriction-fragment data). Ptestoze donedavna byl tento
druhy typ restrikénich dat pfi fylogenetickych analyzach ¢asto pouzivan, predevsim jako
tzv. RFLP (restriction fragment length polymorphisms, polymorfismus délky restrikénich
fragmentil), nelze je pfili§ doporucit. Divodem je skutecnost, ze predpoklad nezavislosti
jednotlivych znaktl v tomto pfipadé neni splnén. Jestlize uvnitf fragmentu mezi dvéma
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restrikénimi misty vznikne misto tfeti, piivodni del§i fragment se rozdéli na dva kratsi.
Tim padem nebudou mit dva druhy, sdilejici dvé ze tii restrikénich mist, Zadny spolecny
fragment, coz muze byt zdrojem dosti vaznych potizi. Obdobnym problémem je moznost
zmény délky fragmentu inzerci nebo deleci iseku DNA, které povedou k chybnému zavéru,
ze dany taxon pfislusny fragment postrada, prestoze ma ob& homologni restrikéni mista.
Poslednim problémem, charakteristickym pro oba typy restrikénich dat, je asymetrie
pravdépodobnosti vzniku a zaniku restrikéniho mista. Pfedstavme si sekvenci sloZzenou
ze 6 bp, ze které se substituci na jedné z pozic stane restrikéni misto. V tomto piipadé
existuje pouze jedna z 18 moznych substituci (Sest mist, tfi mozné typy zamén jedno-
ho nukleotidu za druhy), kterou mtize nové restrikéni misto vzniknout. Naopak jestlize
dana Sestinukleotidova sekvence uz restrikénim mistem je, potom zaména kteréhokoli
nukleotidu znamena, Ze restrikéni enzym tuto sekvenci nerozpozna. Ztrata restrikéniho
mista je proto mnohem pravdépodobnéjsi nez jeho vznik. Tento argument neznamena,
Ze nelze porovnavat ztraty restrikénich mist mezi taxony béhem evoluce, pouze ukazuje
na nutnost specialniho zachazeni s restrikénimi daty. V soucasnosti se uz RFLP data pro
fylogenetickou analyzu prakticky nepouzivaji. Stépeni pomoci DNA restriktaz viak vy-
uzivaji n€které pokrocilejsi metody, naptiklad RADSeq nebo AFLP (viz nize). RADSeq
(restriction site-associated DNA sequencing; Baird et al. 2008; Davey a Blaxter 2010)
patfi do skupiny metod souhrnné nazyvanych reduced-representation genome sequencing
a je kombinaci restrikéniho $tépeni a NGS. Genomova DNA jedince je nejprve Stépena
pomoci restriktdzy na mensi fragmenty, na které je napojen adaptor P1 obsahujici primer
pro amplifikaci, primer pro NGS a tzv. molekularni identifikator (molecular identifier,
MID), ktery umoznuje bezpecnou identifikaci daného jedince. Fragmenty DNA rtiznych
jedincl jsou posléze zkombinovany do jednoho vzorku a ndhodné zkraceny na mensi
bloky, dlouhé nékolik set part bazi. Na ty je napojen druhy adaptor (P2), specialn€ uzpt-
sobeny tak, Ze se na n¢j nenapoji zpétny primer, dokud nedojde k prvnimu kolu amplifi-
kace od pozice P1 primeru. Tim je zajisténo, ze vSechny fragmenty vytvofené kone¢nou
PCR reakci obsahuji P1 adaptor, MID, ¢asteéné restrikéni misto, n¢kolik set part bazi
(200-500) priléhajicich k tomuto mistu a P2 adaptor. Tyto fragmenty jsou sekvenovany
pomoci nékteré z metod NGS (prvni protokoly byly vytvoreny pro systém Illumina). Na-
konec jsou sekvence kazdého jedince oddéleny na zakladé jejich MID. Metoda RADSeq
mize byt pouzita i k detekci polymorfismu restrikénich mist (pfitomnost/absence), jedno-
nukleotidovych rozdilt (single-nucleotide polymorphisms, SNP) nebo deleci/inzerci. Sekve-
novani pouze ¢asti genomu, vymezené piitomnosti restrikénich mist, umoznuje rychlé a re-
lativné levné ziskani velkého mnozstvi dat pro fylogenetickou analyzu (Rubin et al. 2012).

Alozymy

Dalsim typem dat, jejichz role ve fylogenetice je dnes jiz viceméné historicka, jsou alozy-
my. Alozymova data jsou vétSinou prezentovana ve forme relativnich ¢etnosti (frekvenci)
jednotlivych alel na kazdém z analyzovanych lokusii ve zkoumanych populacich nebo
taxonech. Pivodni a dosud pfevladajici zplisob zpracovani tohoto typu dat je zalozen na
vypoctu matice genetickych distanci. S rozvojem metod zalozenych na piimé analyze
znaki se objevily snahy alozymova data kodovat do diskrétni podoby. V zasadé existuji
tfi zptisoby kodovani, pricemz kazdy z nich je problematicky.
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Prvnim a historicky nejstar§im zptsobem kodovani alozymovych dat je povazovat
kazdou alelu za jeden znak a bud’ jeji ptitomnost/absenci, nebo jeji frekvenci za stav toho-
to znaku. Tento postup vsak trpi stejnym problémem jako restrikéni fragmenty, nebot’ neni
splnén predpoklad nezavislosti znaki: protoze soucet frekvenci alel musi byt vzdy roven
jedné, jakmile roste frekvence jedné alely, frekvence ostatnich alel na tomtéz lokusu musi
zakonite klesat. Jestlize takto kodovana data dale zkoumame metodou maximalni uspor-
nosti (viz kap. 2), ¢asto dosp&jeme k zavéru, zZe spolecny piredek nemél zadné alely, nebo
soucet ¢etnosti téchto alel se nerovna jedné.

Vzhledem k témto problémim byla navrzena dalsi metoda kodovani, kde znakem je
lokus a stavem znaku je konkrétni alela (napf. jeden taxon ma jen alelu a a druhy jen alelu
b, zatimco v piipadé polymorfismu bychom kddovali tieti stav ab). Ptes jisty pokrok ma
i tato metoda ur€ité nedostatky. Za prvé, pokud se mezi taxony vyskytuje velké mnozstvi
odlisnych alel v riznych kombinacich, miZe se pocet jedine¢nych kombinaci bliZit po¢tu
taxond. Takovéto znaky (lokusy) potom budou zdrojem nepatrné nebo vubec zadné in-
formace. Vychodiskem by bylo stanovit posloupnost vzniku jednotlivych alel (sefazené
znaky, viz str. 15), av§ak tento postup byva Casto subjektivni a arbitrarni. Druhym problé-
mem tohoto pfistupu je silna nachylnost k chybé vybéru (sampling error). JestliZe jsou na
lokusu pfitomny dvé alely a jedna z nich je velmi vzacna, diky omezenosti naseho vzorku
s velkou pravdépodobnosti tuto alelu nezjistime a lokus budeme chybné kdédovat jako
monomorfni. Dokonce i kdyz bychom vysettili celou populaci a alelové ¢etnosti vypocetli
naprosto presné, stézi mizeme povazovat za rovnocenné dvé populace (1, 2), lisici se
Cetnostmi svych alel a,= 0,01, »,= 0,99 a a,= 0,99, b,= 0,01.

Ttetim zpusobem, ktery se snazi brat v avahu informaci obsazenou v alelovych ¢etnos-
tech, je tzv. kvantitativni kddovani, ve kterém znakem je opét lokus, stavem znaku je pak
relativni ¢etnost (frekvence) alel. Alelové Eetnosti ve dvou ¢i vice vzorcich jsou ve formé
kontigenénich tabulek podrobeny pfislusnému statistickému testu, ktery ma rozhodnout,
zda tyto vzorky pochazeji z jediné homogenni populace. Pokud vSak nemame k dispozici
velké vzorky, je sila téchto testi pomérné mala a neprukaznost rozdilti jes§té neznamena,
ze tyto vzorky jsou homogenni. Tyto problémy zpasobuji, Ze metody vyzadujici kodovani
alozymovych dat do diskrétni podoby by mély byt pouzivany pouze v ptipadech nizké
urovné polymorfismu.

Problémtm s kdédovanim se snazi vyhnout metody, které vyuZzivaji alelové Cetnosti
piimo, aniz by je bylo nutno prevadét na diskrétni znaky. VySe zminéné namitky totiz
vétSinou vyplyvaji ze skutecnosti, Ze tento typ dat je ve své podstaté kvantitativni pova-
hy a jeho pievod do diskrétni podoby (kromé toho, Ze timto postupem dochazi ke ztraté
informace) postrada biologické opodstatnéni. Mezi metody zaloZené na pifimém zpraco-
vani alelovych Cetnosti patii napiiklad techniky minimalizujici celkové mnozZstvi zmén
ve frekvencich alel a modifikace metody maximalni vérohodnosti na kvantitativni data,
vychazejici z modelu Brownova pohybu (viz kap. 9).

SINE a LINE

Bouflivy rozvoj sekvenovacich technik sice umoznuje shroméazdéni obrovskych datovych
soubori obsahujicich sekvence stovek az desetitisicti genti, av§ak nase soucasné vypocet-
ni a metodické moznosti jejich analyzy za timto vyvojem stale zaostavaji. Nejrozsahlejsi
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fylogenomické soubory je proto nutno analyzovat pomoci suboptimalnich modeld, které
snizuji, nebo dokonce anuluji vyhody, které velikost téchto datovych soubord poskytuje.
Z toho diivodu byly hledany alternativni zdroje fylogenetickych znaki, zalozené na muta-
cich vétsiho rozsahu. Takovymi znaky jsou napiiklad SINE a LINE elementy.

Kratké a dlouhé vmezetené repetitivni elementy, zkracené SINE (short interspersed
elements) a LINE (long interspersed elements), patii do velké skupiny retroelementu, tedy
transpozabilnich elementt, které se $ifi pomoci prepisu do RNA a opétovného zalenéni
do tetézce DNA pomoci enzymu reverzni transkriptazy (SINE ve skutecnosti nejsou pra-
vymi retroelementy, protoze nekoduji vlastni reverzni transkriptazu a pro reverzni tran-
skripci pouzivaji enzym kodovany LINE). Nejznaméjsimi SINE jsou 4/u sekvence u Clo-
veka a B1 a B2 elementy u mysi. Replikované elementy jsou viazeny nahodné v riznych
Castech genomu, a jakmile se zac¢leni do fetézce DNA, prakticky jiz z ného nemohou byt
odstranény (vyjimkou by mohla byt jen delece velkého iseku DNA). Oba typy repetici
samoziejmé podléhaji substitucim a inzercim/delecim, ¢imz dochazi k jejich postupné
divergenci, avsak v pfipad¢ taxonu, jejichz doba divergence nepfesahuje 50 miliond let, je
jejich pouziti pfi konstrukci fylogenetického stromu velmi vyhodné. Na rozdil od SINE,
jejichz délka zpravidla nepiesahuje 400 bp, jsou LINE mnohem delsi (nékolik tisic bp).
hou stranu diky své délce mohou poskytnout spolehlivy odhad doby divergence sekvenci.
SINE a LINE elementy mohou potencialné byt zdrojem velkého mnozstvi specifickych zna-
ka, naptiklad LINE elementy L1 tvoii 17 % lidského genomu, SINE elementy Alu 12 %.
ProtoZe k inzerci retroelementii dochazi v nahodnych mistech genomu a pravdépo-
dobnost, Ze stejny element bude nezavisle zaclenén piesné do stejného mista ve dvou
a vice liniich, je velmi nizka, jsou tyto znaky vétSinou povazovany za prosty homoplazii
(j. analogickych stava vzniklych v disledku konvergence, paralelismu nebo reverze
k pivodnimu stavu). Nicméné jak ukazali Han et al. (2011), tento pfedpoklad mize byt,
alespon v nékterych piipadech, pfili§ optimisticky.

Pofadi gentl

Fylogeneticka analyza zaloZena na strukturnim uspotadani genti si v posledni dobé ziska-
va rostouci oblibu. Nékteti autofi dokonce tento typ dat povazuji za potencialné vice infor-
mativni vzhledem k tomu, ze zmény v pofadi gend jsou malo frekventované, a tudiz méné
nachylné k homoplaziim, a protoze je malo pravdépodobné, ze by identické sekvence
gent vznikly v riznych liniich nezavisle. A tak pfestoze znaky ve formé potadi genti vét-
Sinou neumoziuji konstrukei plné vyfeseného stromu, jejich uzitecnost tkvi predevsim ve
studiu velmi starych divergenci. Problém je v tom, Ze tyto znaky se nemohou vyvijet ne-
zavisle na sobé, protoze jsou definovany prave prostiednictvim vztahti mezi sebou. Teprve
budoucnost ukaze, zda budou vyvinuty metody, které by tento problém braly v tivahu.

miRNA

Pomérné novou a dosud malo prozkoumanou skupinou znaki vhodnych pro fylogene-
tickou analyzu je zvlastni tfida RNA znama jako miRNA (microRNA). Zralé¢ molekuly
miRNA jsou velmi malé, ptiblizné 22 bp dlouhé jednovlaknové fetézce nekddujici RNA,
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které se podili na regulaci genové exprese prakticky u v§ech mnohobunéénych organis-
mi. K jejich objevu doslo az v roce 1993, jejich nazev vsak pochazi az z roku 2001. Jsou
kodovany bud’ intronovymi, nebo mezigenovymi sekvencemi. Ty jsou nejprve piepsany
do 70 bp dlouhého fetézce primarni miRNA (pri-miRNA), ktera ma podobu bézné mRNA
s Cepickou na 5'-konci a poly-A na 3’-konci. Tento prekurzor se slozi do tzv. vlasenkové
(hairpin) struktury a je dale upraven odstépenim kolem deviti nukleotidi z jeho baze
za vzniku prekurzorové miRNA (pre-miRNA). Ta cestuje z jadra do cytoplazmy, kde
z ni ¢innosti endonukledzy dicer vznikd dvouvldknova a nakonec jednovlaknova zrala
miRNA (vétSinou je pro dalsi funkci pouzivéan jen jeden z obou fetézcti). Zralé, pln€ funkéni
miRNA jsou komplementarni k ¢asti jedné nebo vice mRNA —u zivo€ichi zpravidla k ob-
lasti 3'-UTR (untranslated region), u rostlin ke kédujicim oblastem. Navazani na tuto
oblast zptisobi bud’ zablokovéni translace pfisluiné mRNA, nebo jeji rozstépeni. U¢inkem
miRNA je tedy negativni regulace gentl.

Pro¢ jsou miRNA z hlediska fylogenetické analyzy zajimavé? Diivodl je n¢kolik:
1) nové miRNA mizeme v genomu identifikovat, aniz bychom pfedem znali jejich sek-
venci; 2) ¢asem v genomu vznikaji stale nové rodiny téchto molekul; 3) jejich sekundarni
ztrata je vzacnd; 4) frekvence substituci je u nich nizka; 5) stejné tak je nizka i pravdépo-
dobnost jejich konvergentni evoluce (Tarver et al. 2013). K typickym vlastnostem miRNA
patii vysoka konzervativnost jejich primarni sekvence. Protoze je jejich evolu¢ni ptivod
vzajemneé nezavisly, jsou brany jako znaky diskrétni, se stavy ,,pfitomnost/absence®, které
1ze snadno kodovat a analyzovat pomoci standardnich fylogenetickych metod.

Jiné typy molekularnich znaki

Spektrum typt dat pouzitelnych pro fylogenetickou analyzu je velmi $iroké, ne vSechny
jsou vsak stejné vhodné. Dnes uz prakticky nepouzivanou metodou ziskani molekuldrnich
dat je RAPD (randomly amplified polymorphic DNA), zaloZzena na nahodném zaclenéni
DNA kratkych, kolem 10 bp dlouhych primert na templatovou jednofetézcovou DNA
(single-strand, ssDNA) a jejich amplifikaci pomoci polymerazové fetézové reakce (poly-
merase chain reaction, PCR). Diky své malé délce bude pouzity primer komplementarni
sekvencim na mnoha mistech templatové DNA, takZze nakonec na elektroforetickém gelu
vidime komplexni soubor prouzk, ktery mtze byt druhové specificky. Vyhodou RAPD je
to, Zze nemusime mit zadnou predb&znou znalost o daném genomu. Bohuzel, tato metoda
trpi nizkou opakovatelnosti (napf. i pii stejnych podminkach v téze laboratofi muzeme
ziskat odli$né vysledky), navic asto se mohou ve vysledné smési vyskytnout i amplifiko-
vané fragmenty o sekvenci, ktera se nevyskytuje v DNA templatu.

Mnohem pokrocilejsi amplifika¢ni metodou, kterd nevyzaduje zadnou znalost zkou-
mané sekvence, je vySe zminéna AFLP (amplified fragment length polymorphisms, poly-
morfismy délek amplifikovanych fragmentti). Vyhodou této metody je, Zze dokaze rychle
vygenerovat velké mnozstvi polymorfnich markerd i u druhi, u kterych neméme zaddnou
predchozi genetickou informaci. Na rozdil od RAPD tato metoda vyuziva Stépeni dvéma
restrikénimi enzymy a vynika i vy$§i mirou opakovatelnosti. Rozpoznadvaci misto jedné
z restriktaz je kratsi (napt. enzym Msel rozeznava sekvenci TTAA), kdezto druha restrik-
tdza vyhledava sekvenci delsi a $tépi tedy méné Casto (napi. EcoRI rozeznava sekvenci
GAATTC). Timto zptisobem vznika dostatek fragmentt, které budou na jednom konci

20



DATABAZE SEKVENCI

odstfiZzeny jinym enzymem nez na konci druhém. Ve stejném kroku jsou na konce frag-
mentd enzymem ligazou pfipojeny kratké useky DNA o znamé sekvenci (adaptory), které
se vazou na konce fragmenti, vytvofenych pfisluSnou restrikéni endonukleazou. Sek-
vence adaptoril jsou zvoleny tak, Ze je restrikéni enzymy od fragmenti neodstépi. Diky
adaptoriim ziskame fragmenty, které maji na koncich znamé sekvence, takze je lze am-
plifikovat pomoci PCR. Timto zptisobem vznika velky pocet fragmentt (jejich mnozstvi
se zpravidla redukuje pomoci dvou béhtt PCR), které jsou nakonec analyzovany pomoci
automatického sekvenatoru.

ProtoZe substituce i jediného nukleotidu vétsinou vedou ke zméné sekundarni struk-
tury molekuly DNA, da se tato skute¢nost vyuzit k analyze konformaéniho polymorfis-
mu jednotetézcové DNA neboli SSCP (single-strand conformational polymorphism).
Tato metoda spo¢iva v PCR se zna¢enymi primery nebo nukleotidy a nasledné denaturaci
amplifikovanych produktt pfidanim formamidu a NaOH a zahfatim. Potom jsou vzorky
ssDNA rychle zchlazeny a podrobeny elektroforéze.

Kromé poradi gentt a SINE/LINE sekvenci muzeme vyuzit i dal$i typy tzv. vzacnych
genomickych zmén (rare genomic changes), naptiklad inzer¢ni/delecni udalosti, charakte-
ristické sekvence (signature sequences), varianty genetického kédu mitochondridlni a ja-
derné DNA, chromozomové prestavby, piestavby gend v mitochondridlnim a chloroplas-
tovém genomu nebo duplikace genti.

Jiné typy jinak velmi rozsitenych molekularnich dat jsou pro fylogenetickou analyzu
méné vhodné. Napiiklad tzv. mikrosatelity, tj. kratké, tandemové se opakujici jednoduché
sekvenéni motivy zpravidla o 2—6 bp, jsou charakteristické vysokym muta¢nim tempem
(u savcl véetné ¢lovéka tadove 102 az 10, u E. coli dokonce 102 na jednu pozici na
generaci), a proto piili§ proménlivé na to, aby poskytly spolehlivy obraz fylogenetickych
vztahti mezi druhy. Pouze v pfipadé pouziti velmi malo variabilnich mikrosatelitovych
lokusti bychom je mohli pouzit k analyze blizce ptibuznych druhi.

DATABAZE SEKVENCI

Databéze nukleotidovych sekvenci

Existuji tfi svétové vetejné dostupné nukleotidové databaze, paraleln€ udrzované v rdmci
International Nucleotide Sequence Database Collaboration ve Spojenych statech, Evropé
a Japonsku. Jsou denné aktualizovany a vzajemné propojeny, takze zaneseni sekvence do
jedné z nich soucasné znamena jeji zaclenéni do ostatnich databazi. Jsou to:

GenBank, provozovana v NCBI (National Center for Biotechnology Information, Bethesda,
Maryland, USA) a dostupnd na adrese http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/. Komplet-
ni vydani je dostupné na FTP serveru NCBI a je vyhotovovano kazdé dva mésice.

EMBL (European Molecular Biology Laboratory), kterou provozuje EMBL-EBI (Euro-
pean Bioinformatics Institute, Hinxton, Velka Britanie). V soucasnosti tvofi soucast
databaze European Nucleotide Archive s adresou http://www.ebi.ac.uk/ena/.

DDBJ (DNA Data Bank of Japan), udrzovana NIG/CIB (National Institute of Genetics,
Mishima, Japonsko) na http://www.ddbj.nig.ac.jp/.
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Zpocatku byly tyto databaze obnovovany kuratory, ktefi prochazeli dostupnou literatu-
ru, nyni jsou do nich nové tdaje vnaseny pfimo autory pomoci webovych nastroja.

Hledani v databazové dokumentaci

Kazda databaze musi byt pochopitelné obsluhovana urcitym specializovanym softwarem.
Typicky obsluzny program umoziiuje ulozit informaci o struktuie databaze, kuratorovi do-
voluje vkladat a modifikovat jednotlivé polozky, uzivatelim umoziuje vyhledavat, prohli-
zet a stahovat pozadované udaje. K tomu neni nutné, aby uzivatel vlastnil stejny obsluzny
program — jednak jsou tyto softwarové baliky pomérné drahé a jednak bohuzel provozo-
vatelé ruznych serverd téze databanky casto voli odli§né programy. Proto jsou databaze
zpravidla kopirovany a distribuovany ve formé jednoduchého textu (plain text, flat file)
kédovaného ve formatu ASCII (American Standard Code for Information Interchange).
Nejpouzivangj§imi programovymi baliky jsou Sybase a ORACLE.

V databazi mizeme vyhledavat bud’ zadanim urcitého slova (pfesnéji feceno sekvence
znaktl), nebo pomoci indexu vytvofené¢ho ze slov v dokumentaci. V prvnim piipadé postu-
pujeme stejné, jako bychom prohledavali celou knihu, abychom nalezli uréité slovo. V pfi-
pad¢ databazi sekvenci vSak zpravidla nehledame sekvence samotné, ale informace s nimi
spojené. Piesto vyhledavani timto zpisobem vétSinou trva pomérné dlouho. Nevyhodou je
také riziko preklepu (napf. ,,cytochrme® misto ,,cytochrome* — to je ovSem problém jakého-
koli vyhledavani zadanim hledaného slova), navic jednotlivé databanky nemusi byt jednotné
v psani nékterych pojmt, lze napt. psat ,,HIV-1* i ,,HIV1*. Proto je vhodné hledani n¢koli-
krat opakovat pomoci riznych vyrazti nebo modifikace téhoz vyrazu.

Vyhledavani pomoci indexu je mnohem rychlejs$i nez hledani slov (sekvence znaki).
K nevyhod¢ piedchoziho zplsobu vyhledavani, tj. Ze miizeme nalézt jen takova slova (resp.
takové tvary slov), kterd tam byla pfedtim v témze tvaru vlozena, ovSem musime v tom-
to ptipad¢€ pripocist i mozna rizika spojena s automatickym vybérem a ukladanim pojmi
do indexu. Indexy jsou vytvareny riznymi softwarovymi systémy. Nejznaméjsim je SRS
(Sequence Retrieval System), vyvinuty v EMBL-EBI. V indexu se vétSinou vyskytuji jed-
notliva slova, nema proto smysl zadavat spojeni dvou ¢i vice slov; Ize je vSak spojit pomoci
urcitych specidlnich znakll (z internetovych prohlize¢ti zname napt. booleanovské znaky
»AND®, JOR* atd., v systému SRS se pouziva znak ,,&", napt. ,,reverse & transcriptase*).

Databaze GenBank

Bezpochyby nejznamé;jsi a nejpouzivanéjsi databazi je GenBank. Piivodné byla vytvorena
a udrzovana v Los Alamos National Laboratory (LANL), ale pocatkem 90. let byla z roz-
hodnuti Kongresu Spojenych stati americkych pfevedena pod NCBI. Jeho pracovnici
nejprve prochazeli dostupnou literaturu, nalezené sekvence manualné vkladali do data-
baze a na zaklad¢ informaci ziskanych z ptislusného publikovaného ¢lanku je anotovali,
tj. pfidavali relevantni poznamky. Jak uz bylo uvedeno, dnes je tato praxe vyjimecna,
v drtivé vétsin€ ptipadl jsou sekvence vkladany pfimo autory sekvenci. Za touto zménou
Castecné stoji tlak vétSiny vydavatelti védeckych periodik, ktefi vyzaduji, aby nukleotido-
vé sekvence byly nejprve vlozeny do vetrejn¢ dostupné databaze a byly tak ctenaitim k dis-
pozici uz v okamziku publikace ¢lanku. V soucasné dobé NCBI ziskéava a procesuje kolem
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20 000 ptimych podani a 200 000 hromadnych podani od velkych sekvenc¢nich center (high-
throughput genomic sequences) denné. Databaze tak exponencialné nartsté, pficemz jeji
rozsah se kazdych 10 mésicti zdvojndsobi a da se ocekavat, Ze toto tempo nadale poroste.

Databadze obsahuje udaje jak o DNA, tak RNA, ale podle existujici konvence jsou
i sekvence ribonukleovych kyselin uvedeny s thyminem (T) misto uracilu (U). Kazda
sekvence v databazi obsahuje nasledujici zakladni udaje:

e Nazev polozky, jméno lokusu neboli identifikator (ID). Kazda sekvence ma jediny ID,
ten se ovSem muZe z verze na verzi ménit. Plivodné byla snaha zavadét mnemotechnic-
ké ID, s rostoucim poctem sekvenci v§ak bylo od této praxe upusténo.

e Pristupové ¢islo (accession number, AC). Toto Cislo je v databazi jedinééné, ale jedna
sekvence mize mit vice nez jedno AC — k tomu dochazi tehdy, kdyz dvé nebo vice
sekvenci je zkombinovano do jedné. Pristupové ¢islo je velmi uziteCnym nastrojem
pro vyhledavani sekvenci, protoze zlistava mezi jednotlivymi verzemi totozné a navic
existuje dohoda mezi vy$e zminénymi databankami o tom, Ze stejnym sekvencim jsou
piifazovana stejna pristupova cCisla.

e Cislo verze (version). Je odvozeno z AC a lze podle ného dohledat uréitou sekvenci
i poté, co bylo zménéno jeji pistupové ¢islo. Bohuzel, ¢islo verze bylo zavedeno az
roku 1999, stars§i zmény proto jiz vystopovat nelze.

Krome téchto zakladnich udajt je k sekvenci zpravidla pfipojena fada dalSich infor-
maci o jejim zdroji, taxonomickém zafazeni pfisluSného organismu atd. Sekvence je pre-
zentovana ve vlastnim formatu po 60 bazich na radek, pfi¢emz kazdy fadek zacina pota-
dovym cislem prvni baze. Kliknutim na ptikaz ,,FASTA* ale mizeme format GenBank
zménit na format FASTA (viz dale). Piikazem ,,Graphics* mizeme ziskat dalsi, graficky
zpracovanou informaci o sekvenci.

Pifima podani (submissions) do databaze GenBank jsou zprostfedkovana bud’ pies
webovy formulat Banklt, nebo samostatnym programem Sequin. Banklt je vhodny pro
podani mensiho poctu sekvenci s minimalnimi anotacemi. Obsahuje rozsahlou napovédu
s konkrétnimi piiklady. Sequin je vhodnéjsi pro komplikovanéjsi podani s mnoha sekven-
cemi nebo rozsdhlymi anotacemi a lze ho stdhnout z FTP serveru NCBI. Jestlize chceme
vlozit vétsi pocet piibuznych sekvenci, program akceptuje vystupy mnoha bézn¢ rozsite-
nych programi na sefazovani sekvenci. Kompletni podani pfipravena pomoci Sequin jsou
zaslana e-mailem na adresu gb-sub@ncbi.nlm.nih.gov, vétsi soubory mohou byt podany
prostfednictvim nastroje SequinMacrosend.

Prvnim krokem po odeslani sekvenci do databaze je tzv. tfidéni neboli stanoveni pri-
orit (triage). Béhem této procedury, ktera trva do 48 hodin od podani, personal databaze
zjistuje, zda soubor spliiuje minimalni kritéria stanovena pro zatfazeni do databaze a poté
kazdé sekvenci ptifadi pfistupové ¢islo. VSechny sekvence musi byt alesponi 50 bp dlouhé.
Akceptovany nejsou sekvence vytvorené in silico (tj. v pocitaci), diskontinualni sekvence
obsahujici vnitini, nesekvenované mezerniky (spacers) nebo sekvence, pro néz neexistuje
fyzicky protéjsek (napf. sekvence smesi genomické DNA a mRNA). Mimoto je kontro-
lovano, zda jde o nové sekvence, nebo pouze o aktualizace uz publikovanych sekvenci.
Jakmile sekvence obdrzi ptistupové Eislo, ¢eka je dalsi kolo rozsahlejsiho procesovani,
napi. kontrola biologické validity (kontrola sekvence aminokyselin pro koédujici sekven-
ce, taxonomicka kontrola, porovnani se stavajicimi zdznamy), vektorové kontaminace,
publikacniho statutu a dalsi formatovani. Zkompletované polozky jsou zaslany podavateli
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ke kontrole a potom zvetejnény. K tomu dojde po péti dnech, kdy Ize jesté udélat posledni
zmény; podavatel ovS§em muize pozadat o zvétrejnéni az k pozdéjsimu datu (napf. az po
oficialnim publikovani ¢lanku, ktery s t€émito sekvencemi pracuje).

Chceme-li z databaze GenBank ziskat sekvenci DNA, do horniho okna domovské
stranky vepiSeme piimo piistupové Cislo pozadované sekvence, které jsme ziskali na-
ptiklad z publikovaného ¢lanku. Jestlize toto ¢islo nemame k dispozici, napiSeme nazev
taxonu a sekvence (genu), naptiklad ,,apodemus flavicollis ragl gene“. V obou pfipadech
se ujistime, Ze v rozbalovaci roleté vlevo je zvoleno ,,Nucleotide“. Zde je priklad sekvence
kontrolni oblasti mtDNA a ¢asti okolnich geni:

Mus macedonicus spretoides isolate 16654 tRNA-Thr gene, partial sequence;
and tRNA-Pro gene, D-loop, and tRNA-Phe gene, complete sequence; mitochondrial

GenBank: EU106188.1

FASTA Graphics PopSet

LOCUS EU106188 1063 bp DNA linear ROD 16-NOV-2007

DEFINITION Mus macedonicus spretoides isolate 16654 tRNA-Thr gene, partial
sequence; and tRNA-Pro gene, D-loop, and tRNA-Phe gene, complete
sequence; mitochondrial.

ACCESSION EU106188

VERSION EU106188.1 GI:157265957
KEYWORDS
SOURCE mitochondrion Mus macedonicus spretoides

ORGANISM Mus macedonicus spretoides

Fukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Glires; Rodentia;
Sciurognathi; Muroidea; Muridae; Murinae; Mus; Mus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1063)
AUTHORS Macholan,M., Vyskocilova,M., Bonhomme,F., Krystufek,B., Orth,A. and
Vohralik, V.
TITLE Genetic variation and phylogeography of free-living mouse species
(genus Mus) in the Balkans and the Middle East
JOURNAL Mol. Ecol. 16 (22), 4774-4788 (2007)
PUBMED 17908218
REFERENCE 2 (bases 1 to 1063)
AUTHORS Macholan,M., Vyskocilova,M., Bonhomme,F., Krystufek,B., Orth,A. and
Vohralik, V.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (20-AUG-2007) Laboratory of Mammalian Evolutionary
Genetics, Institute of Animal Physiology and Genetics, Acad. Sci.
Czech Rep., Veveri 97, Brno CZ-60200, Czech Republic
FEATURES Location/Qualifiers

source 1..1063
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Y

/organism="Mus macedonicus spretoides
/organelle="mitochondrion™
/mol_type=“genomic DNA"
/isolate="16654"
/sub_species="“spretoides™
/db_xref=“taxon:270352"
/country=“Israel: Dor"“

/note="type: ISRI™

tRNA <1..37
/product="tRNA-Thr"

£RNA 38..105
/product="tRNA-Pro"“

D-loop 106..983

gap 477..588
/estimated_length=112

£RNA 984..1050

/product="tRNA-Phe"
ORIGIN

1 tgtaaacctg aaatgaagat cttctcttct caaggcatca agaagaagga actttttccc

61 caccgccaac acccaaagct ggtattctaa ttaaactact tcttgagtac ataaatttac
121 atagtacaat agtacattta tgtatatcgt acattaaatt ataatcccca agcatataag
181 caagtaaatt aaattaatta tataacacat aaaattaata ctcaacataa tatgtcatac
241 accatgaata ttacaccaag tacattaaat taatgtttta aagacatatc tgtgttatct
301 gacatacacc ataaagtcat aaacccttct cttccatatg actatcccct tccccatttg
361 gtctattaat ctaccatcct ccgtgaaacc aacaacccgc ccacctatgc ccctcttcecte
421 gctccgggece cattaaactt gggggtagct aaactgaaac tttatcagac atctgg

[gap 112 bp] Expand Ns

589 ca tttggtattt
601 ttttattttg gcctactttc atcaacatag ccgtcaaggc atgaaaggac agcacccagt
661 ctagacgcac ctacggtgaa gaatcattag tcctcataac ccaatcaccc aaggctaatt
721 attcatgctt gttagacata aaattattca ataccaggtt ttaactcttc aaaccccccc

781 tcacccccac cctcttaatg ccaaacccca aaaacattaa gaacttgaag acatatatta

841
901
961
1021

ttaactatca aaccctatgt
ttagttcttg taaaaatttt
tattacgcaa taaataacgg

gcttagatgg ataattatat

cctgatcaat
gcaaaattat
taggttaatg

cccataaaca

tctagtagtt
gccccataaa
tagcttaata
caaaggtttg

caaaaaatat
ccaaaactct
aaaagcaaag

gtc

gacttatatt
tattacaccc

cactgaaaat

//

Spektrum informaci, které mtizeme ziskat z databaze GenBank, je ovS§em mnohem §irsi,
napiiklad o konkrétnich genech ¢i celych genomech, EST (Expressed Tag Sequences),
GSS (Genome Survey Sequences), SNP, proteinovych sekvencich, proteinové struktufe
atd. VSechny moznosti jsou uvedeny v seznamu, ktery nalezneme v rozbalovaci roleté
vlevo nahote.
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Program BLAST

Jakmile ziskame neznamou sekvenci, zpravidla chceme zjistit, kterému organismu patii,
a i kdyz zdroj sekvence zndme, méli bychom si ovéfit, ze jsme neosekvenovali jinou
DNA, kterou mohl byt na§ material kontaminovan. V neposledni fadé mizeme chtit nalézt
sekvence pribuznych organismi. K tomuto ucelu slouzi program BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), ktery najdeme na adrese http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.
Algoritmus tohoto programu nejprve rozlozi zadanou sekvenci na kratsi fragmenty neboli
,slova®“ (words) a potom hleda shodu mezi témito fragmenty a sekvencemi v databazi.
Jakmile je nalezena cast néjaké sekvence shodna nebo velmi podobna hledanému frag-
mentu, hledani se od tohoto useku rozsituje v obou smérech. Mira shody mezi sekvencemi
je kvantifikovana pomoci skore a sekvence s nejvétsi shodou jsou uvedeny v tabulce od
nejvyssich po nejnizsi skore. BLAST umoziuje hledani v nukleotidovych i proteinovych
databazich. Obsahuje i rozsahlé genomové databaze nejen pro modelové organismy, jako
jsou ¢loveék (Human), mys (Mouse), potkan (Rat), Simpanz (Pan troglodytes), tur domaci
(Bos taurus), kur domaci (Gallus gallus), danio pruhované (Danio rerio), véela (Apis
mellifera), octomilka (Drosophila melanogaster), husenicek (Arabidopsis thaliana), ryze
(Oryza sativa) a mikroorganismy (Microbes), ale pro celou fadu dalSich.

K nalezeni nukleotidové sekvence miizeme pouzit jeden ze tfi programi: BLASTN, ME-
GABLAST nebo DISCONTIGUOUS MEGABLAST. MEGABLAST je specialné uzptsoben k efek-
tivnimu vyhledavani dlouhych, velmi podobnych sefazenych sekvenci, a proto je zvlast
vhodny pro nalezeni identické shody s nasi dotazovanou sekvenci (query). Jestlize chce-
me vyhledat podobné sekvence jinych organismti, je vhodné&j$i program BLASTN, protoze
sekvenci rozdéluje na kratsi ,,slova“. Citlivost hledani mtize byt zvySena jejich zkracenim
z pfednastavené hodnoty az na 7. Senzitivnéjsi vyhledavani mize byt dosazeno i pouzitim
programu DISCONTIGUOUS MEGABLAST. Jeho algoritmus misto toho, aby vyzadoval napro-
stou shodu ,,slov*, odkud by pokracoval v hledani, pouziva nesouvisla ,,slova®. Napiiklad
v kodujicich sekvencich bere v tivahu degenerovanost genetického kodu, a proto hleda sho-
du vzdy jen v prvni a druhé pozici kodonu, kdezto rozdily ve tieti pozici ignoruje. Timto
zpusobem DISCONTIGUOUS MEGABLAST dosahuje pfi stejné délce ,,slova™ vyssi citlivosti hle-
dani nez BLASTN. DISCONTIGUOUS MEGABLAST lze ov§em pouzit i pro nekodujici sekvence.

Hledani shody mezi nukleotidovymi sekvencemi vSak neni pfili§ vhodné pro naleze-
ni homolognich protein kodujicich oblasti u jinych organismi. K tomu slouzi vyhledavani
v proteinovych nebo translatovanych databazich. V prvnim piipade jsou k dispozici progra-
my BLASTP, PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST), pHI-BLAST (Pattern-Hit Initiated
BLAST) a DELTA-BLAST, ve druhém programy BLASTX (prochazi proteinovou databazi se
zadanou translatovanou nukleotidovou sekvenci), TBLASTN (prochazi translatovanou nukleo-
tidovou databazi se zadanou proteinovou sekvenci) a TBLASTX (prochazi translatovanou nuk-
leotidovou databazi se zadanou translatovanou nukleotidovou sekvenci). Kromé uvedenych
zakladnich programti BLAST obsahuje i fadu specializovanych typt vyhledavani.

Jako priklad si miizeme ukazat vyhledani sekvence cytochromu b gibona lar (Hylobates
lar). Byla ziskana z databaze GenBank zadanim pozadavku ,,hylobates lar cytochrome b*;
vybrana byla sekvence Y13301 o délce 1141 bp, do databaze zadana 18. 4. 2005 a publiko-
vana v ¢lanku Hall et al. (1998) ,,Evolution of the Gibbon subgenera inferred from cytochro-
me b DNA sequence data“ (Molecular Phylogenetics and Evolution, 10: 281-286).
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Otevieme program BLAST a v sekci ,,Basic BLAST* vybereme moznost ,,nucleoti-
de blast™. Do horniho okna zkopirujeme sekvenci ve formatu FASTA (viz str. 28). V okné
,,Job Title* se objevi nazev sekvence: ,,gi|2765309|emb|Y 13301.1| Hylobates lar mitochon-
drial...““. VSechny dalsi vstupni informace ponechame tak, jak jsou pfednastaveny (dole
v oddile ,,Program Selection* je zaSkrtnuta volba ,,Highly similar sequences (megablast)),
a klikneme na tlacitko ,,BLAST*. Ve vysledné tabulce se po souhrnné informaci o zadané
sekvenci objevi grafické znazornéni vysledkii nazvané ,,Distribution of 100 Blast Hits on the
Query Sequence*. Protoze vSech 100 sekvenci se s dotazovanou sekvenci shoduje ve vice
nez 200 bazich, jsou vSechny znazornény ¢ervenou barvou. Pod grafikou nasleduje seznam
sekvenci s vyznamnou shodou (,,Sequences producing significant alignments®). Na prvnim
misté je sekvence, kterou jsme zadali a kterd ma pochopitelné 100% shodu. Mira shody
mezi sekvencemi a dalsi informace jsou uvedeny ve sloupcich vpravo (,,Max score®, ,, Total
score®, ,,Query cover”, ,,E value®, , Ident“, ,,Accession®). Cim je celkové skore vyssi, tim je
vybrana sekvence piibuznéjsi sekvenci zadané. Hodnota E (,,E value*) udéva pravdépodob-
nost, Ze nalezena shoda mezi sekvencemi je pouze ndhodna. Kone¢né mira identity (,,Ident™)
je procentualnim vyjadfenim podilu shodnych pozic a jejich celkového poctu. Napiiklad
na 58. fadku tabulky nalezneme sekvenci ,,Hylobates agilis mitochondrial cytb gene* s pfi-
stupovym ¢islem AJ010583.1. Kliknutim na nazev sekvence dostaneme detailni piehled
o shod€. V nasem pripad¢€ je piifazena sekvence dlouhd 1139 bp (protoze nami zadana
sekvence byla dlouha 1141 bp, je ,,Query cover” = 99 %) a mezi obéma sekvencemi
bylo nalezeno 1070 shodnych pozic a zadné mezery (,,Identities* = 1070/1139 (94 %);
,»Gaps® =0/1139 (90 %)). Nasleduje grafické znazornéni sefazeni obou sekvenci:

Score Expect Identities Gaps Strand
1722 bits(932) 0.0 1070/1139(94%) 0/1139(0%) Plus/Plus
Query 1 ATGACCCCCCTGCGCAAAACTAATCCACTAATAAAACTAATCAACCACTCACTTATCGAC 60
FEETETEE Tt e et e e e e e e e et e e e e e e e
Sbjct 1 ATGACCCCCCTACGCAARACTAATCCACTAATAAAACTAATCAACCACTCACTTATCGAC 60
Query 61 CTTCCAGCCCCATCCAACATTTCTATATGATGARACTTTGGTTCACTCCTAGGCGCCTGC 120
FEEEE PR e b e e e e L e e
Sbjct 61 CTTCCGGCCCCATCCAACATCTCCATATGATGAAACTTTGGCTCACTCCTAGGCGCCTGC 120

Query 121 CTGATCCTCCAGATCATCACAGGATTATTTTTAGCCATACACTACACACCAGATGCCTCC 180

Pt e et e et e e e e e e e e et e

Sbjct 121 CTAATCCTCCAAATTATCACAGGATTATTTTTAGCCATACACTACACACCAGACGCCTCC 180

Query 181 ACAGCTTTCTCATCAGTAGCTCACATCACCCGAGACGTAAACTACGGCTGAATCATCCGC 240

Sbjct 181 ACAGCTTTCTCATCAGTAGCCCATATCACCCGAGACGTAAACTACGGCTGAATTATCCGC 240
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%

Kliknutim na pfistupové Cislo nalezené sekvence se dostaneme na piislusnou stranku sek-
vence cytochromu b gibona tmavorukého (H. agilis) v databazi GenBank:

LOCUS AJ010583 1141 bp DNA linear PRI 15-APR-2005
DEFINITION Hylobates agilis mitochondrial cytb gene.
ACCESSION AJ010583

VERSION AJ010583.1 GI:4160515
KEYWORDS cytb gene; cytochrome b.
SOURCE mitochondrion Hylobates agilis (agile gibbon)

ORGANISM Hylobates agilis

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;

Catarrhini; Hylobatidae; Hylobates.

ORIGIN
1 atgacccccce tacgcaaaac taatccacta ataaaactaa tcaaccactc acttatcgac
61 cttccggccce catccaacat ctccatatga tgaaactttg gctcactcct aggcgcctge
[....]
1021 cagccggtaa gctacccgtt tatcaccatt ggacaaatgg catccgtact gtacttcacc
1081 acaatcctag tactaatgcc agccgcctcce ctagtcgaaa acaaaatact caaatgaact
1141 t

//

Formaty soubori

Jednotlivé fylogenetické programové baliky bohuzel zpravidla vyuzivaji odlisné formaty
vstupnich a vystupnich soubord. Ru¢ni editovani dlouhych sekvenci je pochopitelné znac-
n¢ nepraktické. Nastésti pro uzivatele existuje nékolik programu, které pfevadéji soubory
z jednoho formatu do druhého. Mezi nejznaméjsi a nejvice rozsirené formaty, se kterymi
se muzeme setkat pti fylogenetické analyze, patii FASTA, Clustal, NEXUS a PHYLIP.
FASTA je nejjednodussi format s jedinou nepierusenou sekvenci. Zacina vzdy znakem
>, za kterym nasleduje (bez mezery) tzv. identifikator, ktery mtize byt nasledovan po-
pisem sekvence. Identifikator i popis nejsou povinné. Na dal$im fadku zac¢ina vlastni sek-
vence. Doporucuje se, aby vSechny fadky textu (tj. prvni popisny fadek i vlastni sekvence)
nepiesahovaly 80 znakt. Piiklad Sesti kratkych sekvenci ve formatu FASTA:

>H sapiens [=identifikator] 350 bp cytochrom b [=popis]

ATGACCCCAATACGCAAAATTAACCCCCTAATAAAATTAATTAACCACTCATTCATCGACCTCCCCACCC
CATCCAACATCTCCGCATGATGAAACTTCGGCTCACTCCTTGGCGCCTGCCTGATCCTCCAAATCACCAC
AGGACTATTCCTAGCCATACACTACTCACCAGACGCCTCAACCGCCTTTTCATCAATCGCCCACATCACT
CGAGACGTAAATTATGGCTGAATCATCCGCTACCTTCACGCCAATGGCGCCTCAATATTCTTTATCTGCC
TCTTCCTACACATCGGGCGAGGCCTATATTACGGATCATTTCTCTACTCAGAAACCTGAAACATCGGCAT
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